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論 文 内 容 要 旨
調ヒ 且目
泉
N一アセ チル システイ ン(NAC)やL一 カルボ システイ ンな どの喀疾調整 薬(去 疾薬)は 気管支
喘息や慢性 閉塞性 肺疾患(COPD;ChronicObstructivePulmonaryDisease)に おける去疾効
果,気 道 炎症抑制 効果,ム チ ン放 出抑制効 果を有 し,臨 床 で使 用 され て いる。COPD増 悪発症
には気 道細 菌感 染,気 道 ウイルス感染 お よびオキ シダ ン トの関与 が指 摘 され てい る。L一カルボ
システイ ンはCOPD患 者 におけ る風邪 と増悪 の頻 度 を減 少 させ,COPD増 悪 の主要 ウイルスで
ある ライ ノウイル スの気 道上皮 細胞 で の感染 を抑制 す る。 一方 で,COPD増 悪抑制 や,間 質性
肺炎患 者の肺機能 改善効果 にお けるNACの 抗 オキ シダ ン ト作用 の関与 が報告 されてい る。 これ
に対 して,L.カ ルボ システイ ンの オキ シダ ン トによ る細胞傷 害 の抑 制効果 に関 して は,NACに
比べ て研 究が進 んで お らず,L一 カルボ システイ ンのCOPD増 悪抑 制 にお け る抗 オ キ シダン ト効
果 の関与 は不 明で あ った。 この よ うな背景 によ り,L一 カル ボ シス テイ ンの抗オ キ シダ ン ト効 果
を明 らか にす るた め,過 酸化水 素 に よる ヒ ト気 管上皮 細胞 の アポ トー シスに対す るL一 カルボ シ
ステイ ンの抑制作 用お よびその機序 を調べ た。
方 法
ヒ ト気 道上皮 細胞 で のL一 カル ボ システ イ ンの抗 オ キ シダ ン ト効 果 を調 べ る為 に,ヒ ト気管上
皮細 胞 をマルチ ウ ェルプ レー トに捲 き,L一 カル ボ システイ ン(1μMあ るいは10μM)を 添加 し
て3日 間処 理 し,そ の後,過 酸 化 水素(400μMあ るい は800μM)に 曝露 させ,細 胞死検 出
ELISA法 で細 胞の アポ トー シスを測定 した。 また,ウ エ スタ ンブ ロ ッ ト解析 および蛍光検 出キ ッ
トを用 いて,ア ポ トー シスに関与す るカスパーゼの活性化,お よびカ スパ ーゼ活性 化制御 に関与
して い るプ ロテ イ ンキナーゼAktの 活性化を測定 した。
結果;細 胞死検 出ELISAに よ る解析 では,ア ポ トー シスを起 こ した培養 ヒ ト気管上皮 細胞の割
合 は,過 酸化 水素 の濃度 と曝露 時 間に依 存 して増加 し,L一 カル ボ シス テイ ンで前処理 す ること
で アポ トー シスを起 こ した細胞 の割合が減少 した。 ウエ スタ ンブ ロ ッ ト解析 お よび蛍光検 出キ ッ
トを用 いた測定 で は,過 酸 化水素 は カスパーゼ経路 の最 下流 に位 置す るカ スパ ーゼ3と,そ の上
流の カスパーゼ9を 活性 化 した。他方で,L一 カルボ システイ ンは過酸化水素 によ るこれ らカスパ'
ゼ の活性 化 を抑制 した。 一方,ヒ ト気管上皮 細胞 において,L一 カルボ シス テイ ンは,細 胞生存
に作 用 しカスパーゼ活性 を抑 制す る働 きを持つAktの リン酸化 を増 加 させ た。
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考 察
今 回 の研究 で,L一 カルボ シス テイ ンが過 酸 化水素 誘発 の ヒ ト気道 上皮細 胞 の アポ トー シスを
抑制 した。 また,少 な くと も部分 的にはカ スパ ーゼ3と カスパーゼ9の 活性 化が アポ トー シスに
関与 してい た。 リン酸化Aktが カスパ ーゼ の活性 化を抑 制す る ことが既 に報 告 され ているが,
本研究 において もL一 カルボ システイ ンによ るAktリ ン酸 化 の増加 が明 らか とな った。 これ らの
所見 はL一 カル ボ システイ ンがAktリ ン酸化 を通 じて カスパ ーゼ の活性化 を抑制 す る ことを示 唆
してい る。NACと 異な り,オ キシダ ン ト消去部 位 と して知 られたSH基 を有 してい ないに もか
か わ らず,L一 カル ボ システイ ンは ヒ ト気道上 皮細 胞 の過酸 化水素 によ る傷 害 を抑制 す るこ とを
示 唆 してい る。
結 論
L一カル ボ システ イ ンは粘液 溶解効 果,ラ イ ノ ウイル ス感 染抑制 効 果,気 道炎 症抑 制効果,ム
チ ン放 出抑制 効 果 と同時 に,気 道 での抗オ キ シダ ン ト効 果を有 して い る と示 唆 され た。COPD
増 悪抑制 において,L一 カル ボシステイ ンの抗 オキ シダ ン ト効 果が関与 す る可能性 が示 され た。
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審 査 結 果 の 要 旨
慢性 閉塞性肺疾 患(COPD)の 増悪発症 には気 道細菌感染,気 道 ウイル ス感染 お よびオ キシダ
ン トの関与 が指摘 され てお り・喀疾調整 薬(去 疲薬)で あるL一 カル ボ システイ ンはCOPD患 者
にお ける風 邪 と増悪 の頻 度を減 少 させ・COPD増 悪 の主要 ウイル スで あ るライ ノウイ ルスの気
道 上皮 細胞 での感染 を抑制 す る。 一方で,COPD増 悪抑 制 な どに対 す るN一 アセ チル システイ ン
(NAC)の 抗 オキ シダ ン ト作用 の関与が報告 されて い るが,L一 カルボ システイ ンのオキ シダン ト
に よ る細胞傷 害 の抑制 効果 に関 して は研究が進 んで いな い。 そ れを踏 まえ て本 研究 ではL.カ ル
ボ システイ ンの抗 オキ シダ ン ト効 果 を明 らかにす るため,過 酸化水素 による ヒ ト気管上 皮細胞の
アポ トー シス に対す るL一 カル ボ システイ ンの抑制 作用お よびそ の機序 を調 べ ている。
本 研究 では,細 胞 死検 出ELISA法 によ りL一カル ボシステイ ンが過酸化 水素誘発 の ヒ ト気道上
皮細 胞の アポ トー シスを抑制す ることが示 された。 また,ウ エ スタ ンブロ ッ ト解析 お よび蛍光検
出キ ッ トによ って,少 な くと も部 分的 にはカスパ ーゼ3と カスパー ゼ9の 活性化 が アポ トー シス
に関与 して い るこ とが示 され,さ らにL一 カルボ システ イ ンによ って,細 胞 生存 の シグナル経路
にあ た るプ ロテイ ンキ ナーゼ ・Aktが リン酸 化す なわ ち活性化 され る ことが示 され て いる。 こ
れ らの所見 はL一 カル ボ システ イ ンがAktリ ン酸 化を通 じて カスパ ーゼの活性化 を抑制す ること
を示 唆 して お り,以 上 の結 果 よ りCOPD増 悪抑制 にお いて,L一 カルボ システイ ンには感染抑制
効果 のほか に抗 オキ シダ ン ト効果 があ る可能性 が示 された として いる。
本研 究 の意 義 は今 回 の結 果 によ りL一カルボ システイ ンがCOPD増 悪 予防の ス タンダー ドの一
つ とな りえ る ことが改 めて示 された点 にあ る。 これまで の研究 でL一 カル ボ シス テイ ンが感染抑
制 効 果を持つ ことが示 され,ま た 日本 と中国で2006年 に行 われた臨床試 験 によ りL一カル ボ シス
テ イ ンはCOPDの 急性 増悪 を抑制 し,患 者のQOL,を 改善 す るこ とが示 され てい る。 今 回,L一
カル ボ システ イ ンがCOPDの 急性 増悪 に関与 して い る気道感 染抑 制 と と もに抗 オキ シダ ン ト効
果 も有 す る可 能性 が あ ることが示 された ことは,COPDの 増悪 予防 にL一 カルボ システイ ンが有
用 で ある ことを さ らに強 く裏付 け る もの と思われ る。
ま た,L一 カルボ システ イ ンはNACと 異 な り,オ キ シダ ン ト消去 部位 として知 られたSH基 を
有 して いないに もか かわ らず,抗 オキ シダ ン ト効果を有す る可能性 があ るこ とを示 して お り,こ
の点 も意義深 い。 以上 よ り本論文 は学位を授与 す るに十分値 す る もの と思われ る。
よ って,本 論 文 は博 士(医 学)の 学位論 文 と して合格 と認 め る。
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